0 09/462955 

**mm 14 JAN 2006' 



VERIFICATION OF A TRANSLATION 



I, Susan POTTS BA ACIS, 
Director of RWS Group pic, of Europa House, Marsham Way, Gerrards Cross, 
Buckinghamshire, England, 
hereby declare that: 



My name and post office address are as stated above: 



That the translator responsible for the attached translation is knowledgeable in the 
English language and in the language in which the below identified international 
application was filed, and believes the English translation of the international 
application No. PCT/EP9 8/04346 is a true and complete translation of the above 
identified international application as filed. 



I hereby declare that all statements made herein of my own knowledge are true and 
that all statements made on information and belief are believed to be true; and further 
that these statements were made with the knowledge that willful false statements and 
the like so made are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 
of Title 18 of the United States Code and that such willful false statements may 
jeopardize the validity of the application or any patent issued thereon. 




S. POTTS 



_ PCT/EP 9^ 04 3 4 6 

BUNDESREPUBLIK DEUTBCHLAND 




Bescheinigun 



recd 2 9 SEP 1998 



WIPO 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 1 7. 1 (a) OR (b) 



Die Max-Planck-Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaf ten 
e.V. Berlin in Munchen/Deutschland hat eine Patentanmeldung 
unter der Bezeichnung 



"Spezielle Virus -DNA-Fragmente und ihre 
Verwendung als Promoter" 



am 16. Juli 1997 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wieder- 
gabe der urspriinglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Symbole 
C 12 N und A 01 H der Internationalen Patentklassif ikation 
erhalten . 



Miinchen, den 16. Juli 1998 
Der President des Deutschen Patentamts 
Cm Auftrag 



Aktenzeichen: 197 30 535.0 





Max- Planck- Gesellschaft zur 
Forderung der Wissenschaf ten e.V. 
1A-77 930 

/ 

Spezielle Virus -DNA-Fragmente und ihre Verwendunq als Promotor 

Es ist allgemein bekannt, dafi sich mittels gentechnologi- 
scher Arbeitstechniken gezielt einzelne Gene in das Genom von 
Lebewesen, wie Mikroorganismen, Hefen oder Pflanzen, iibertragen 
lassen. Diese als Transformation oder bei hoheren Zellen auch 
als Transfection bekannte Technik wird routinemafiig auf ver- 
schiedenen Wegen durchgef iihrt , z.B. durch „particle gun bom- 
bardment" (vgl. M.E. Fromm, F. Morrish, C. Armstrong, R. Wil- 
liams, J. Thomas und T.M. Klein: „ Inheritance and expression of 
chimeric genes in the progeny of transgenic maize plants", 
Bio/Technology 8: 833-839, 1990), „nackten DNA-Transf er " (vgl. 
P. Meyer, I. Heidmann, G. Forkmann und H. Saedler: „A new petu- 
nia flower colour generated by transformation of a mutant with 
a maize gene", Nature 330: 677-678, 1987) oder durch Aarobacte- 
rium -vermittelte stabile Integration von Genen oder Genab- 
schnitten in das Genom einer Empf angerpf lanze . Als Alternative 
zur chromosomalen Integration von Fremdgenen konnen z.B. ex- 
trachromosomal replizierende Vektoren benutzt werden, urn 
Fremdgene ohne Integration in einem gewiinschten Organismus zu 
exprimieren. Fur Pflanzen stehen hierfiir beispielsweise ex- 
trachromosomal replizierende Vektoren zur Verfiigung, die aus 
Pf lanzenviren entwickelt wurden (vgl. z.B. J. W. Davies und J. 
Stanley: „Geminivirus genes and vectors", Trends Genet. 5: 77- 
81, 198 9) . Die in den gewahlten Organismen zu exprimierenden 
Fremdgene mussen zu diesem Zweck unter die Kontrolle von fur 
diesen Organismus geeigneten Regulationssignalen (Promotor, 
Terminator) gebracht werden, die entweder fur eine konstituti- 
ve, gewebe- und/oder entwicklungsspezif ische Transkription sor- 
gen. Aufcerdem ist es wunschenswert , durch Verwendung eines 
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starken Promotors eine erhohte mRNA-Synchese des Fremdgens zu 
bewirken. 

Ein bekannter Promotor fur Pflanzen, der die Anforderung 
an einen starken, konstitutiven Promoter erfiillt und daher vor- 
wiegend fur die Pf lanzentransf ormation eingesetzt wird (vgl . R. 
Walden: „ Genetic Transformation in Plants", Open University 
Press, Milton Keynes, 1988) ist der 3 5S-RNA- Promotor des cau- 
liflower mosaic virus (CaMV) 

Nachteilig an dem bekannten CaMV 35S-Promotor ist seine 
geringe Aktivitat in Monokotyledonen und im Phloemgewebe . 

In dem deutschen Patent DE 43 06 832 der Max-Planck- 
Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaf ten sowie in Rohde et 
al., Plant Molecular Biology 27: 623-628, 1995, wurde die Ver- 
wendung einer aus dem die Kokospalme Cocos nucifera befallenden 
Virus CFDV (coconut foliar decay virus) stammenden DNA, deren 
Struktur in den Figuren 1, 3A und 3B der Patent schrift darge- 
stellt ist, als viraler phloemspezif ischer Promotor zur gewebe- 
spezifischen Expression von Genen in transgenen Pflanzen be- 
schrieben . 

Das CFDV-virus ist im vaskularen System der Pflanze loka- 
lisiert (vgl. j.w. Randies et al . : „ Localization of coconut 
foliar decay virus in coconut palm", Ann. Appl . Biology 1992, 
601-617) . Eine mit den Krankheitssymptomen und dem Auftreten 
von Viruspartikeln assoziierte DNA war bereits fruher kloniert, 
sequenziert und ihre Struktur bestimmt worden (vgl. w. Rohde et 
al. : Nucleotide sequence of a circular single-stranded DNA as- 
sociated with coconut foliar decay virus". Virology 176: 648- 
651, 1990) . CFDV ist ein virales Phytopathogen mit einem Genom 
aus einzelstrangiger, zirkularer, kovalent geschlossener DNA. 
In Rohde et al . , Virology 176: 648-651, 1990, wurden ein DNA- 
Molekiil des CFDV mit einer GroSe von 1291 Nukleotiden sowie De- 
letionsmutanten davon beschrieben. CFDV ist kein Vertreter der 
Geminivirus-Gruppe, sondern bildet vermutlich den Prototyp der 
DNA-Virusgruppe der „Circoviren" . 
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Fur die Phloemspezif itat dieses Virus konnten verschiedene 
Mechanismen verantwortlich sein. Fur PLRV (potato leafroll vi- 
rus) z.B., einen Vertreter der Luteovirus-Gruppe, konnte ge- 
zeigt werden, dafi eine Suppressor- tRNA, auf die das Virus fiir 
seine Genexpression angewiesen ist, nur im Phloem vorhanden ist 
und dadurch die Virusausbreitung iiber dieses Gewebe hinaus ver- 
hindert (Rohde et al . , unverof f entlichte Daten) . 

Aufgabe der Erfindung ist es, einen gegeniiber den genann- 
ten Promotoren starkeren Promotor bereitzustellen, der sich 
insbesondere zur gewebespezif ischen Expression von Genen in 
transgenen Pflanzen eignet und sowohl in Monokotyledonen als 
auch in Dikotyledonen wie auch im Phloemgewebe aktiv ist. 

Es wurde gefunden, daS die gestellte Aufgabe mit speziel- 
len Virus -DNA- Fragment en gelost werden kann, die von der DNA 
des CFDV- Virus in der in Anspruch 1 angegebenen Weise abgelei- 
tet sind. 

Gegenstand der Erfindung sind demzufolge die in den An- 
spriichen gekennzeichneten Virus -DNA- Fragmente und deren Verwen- 
dung als Promotoren . 

Uberraschenderweise wurde herausgef unden, daS die soge- 
nannte „ stem- loop U -Struktur, die allgemein nur als notwendiges 
Element fiir die Replikation von CFDV und den Geminiviren ange- 
sehen wird, einen entscheidenden Einflufi auf die Transkript ion 
ausiibt. So sind Konstrukte fiir die transiente Expression eines 
Reportergens in Kartof f elprotoplasten nur dann aktiv, wenn die 
„ stem- loop "-Struktur erhalten ist. Dariiberhinaus wurde gefun- 
den, dafi die Anwesenheit des oder der Translationsstart (s) fiir 
die beiden offenen CFDV-Leseraster 0RF1 und/oder ORF2 die 
Translation eines Reportergens negativ beeinflufit. 

Die CFDV- Fragmente entsprechend der Erfindung sind dement - 
sprechend durch die vollstandige „ stem- loop"- Struktur und das 
Fehlen des oder der Translationsstart ( s) fiir die offenen Le- 
seraster ORF1 und/oder ORF2 des CFDV gekennzeichnet . 

Bezogen auf das S'-Ende der aus der Spaltung der zirkula- 
ren DNA des CFDV mit der Restrikt ionsendonuklease Xhol resul- 
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tierenden linearisierten DNA als Positxon l umfafit die „ stem- 
loop" -Struktur die Nukleotide 941 bis 971; die offenen CFDV- 
Leseraster 0RF1 und ORF2 umfassen die Nukleotide 1004 bis 583 
bzw. 1215 bis 383 . 

Zur Herstellung erf indungsgemafier CFDV -DNA- Fragment e be- 
dient man sich dem Fachmann wohlbekannter Techniken, wie bei- 
spielsweise geeigneter Schnittstellen von Restriktionsendonu- 
kleasen auf der CFDV-DNA oder der Polymerase-Kettenreaktions - 
technik, die es ermoglicht, mittels spezifischer Primer CFDV- 
DNA-Fragmente der gewiinschten Lange ausgehend von einem Vollan- 
gen-CFDV-DNA-Konstrukt zu amplif izieren . Hierzu werden auf an 
sich bekannte Weise die Primer entsprechend dem gewiinschten 
CFDV-Fragment anhand der von W. Rohde et al . in Virology 176: 
648-651, 1990 beschriebenen Nukleotidsequenz des CFDV-Virus und 
genauer der Nukleotidsequenzen im Bereich der 5'- bzw. 3'-Enden 
des gewiinschten Fragments synthetisiert . 

Insbesondere bevorzugte erf indungsgemafie CFDV-DNA- Frag - 
mente sind die DNA- Fragmente mit den Nukleotiden 211 bis 991, 
409 bis 991, 611 bis 991 oder 711 bis 991. 

Im Vergleich zu den in dem deutschen Patent DE 43 06 832 
beschriebenen Promotoren weisen die neuen Konstrukte iiberra- 
schenderweise eine bis zu 4-fache Steigerung der Aktivitat, im 
Vergleich zu dem CaMV 3 5S-Promotor eine bis zu 2-fach hohere 
Aktivitat in Pf lanzenzellen auf. Dabei wird insbesondere eine 
starke und spezifische Expression von Genen unter der Kontrolle 
dieser erf indungsgemaEen Promotoren im Phloemgewebe beobachtet . 
Dementsprechend ist ein wichtiger Anwendungsbereich der Erfin- 
dung beispielsweise die phloemspezif ische Expression von luteo- 
viralen Genen mit dem Ziel, virusresistente Pflanzen zu schaf- 
fen. Luteoviren, wie z.B. PLRV (potato leaf roll virus) sind 
phloemspezif isch replizierende Viren und der bislang u.a. ver- 
wendete CaMV 3 5S-Promotor zeigt nur schwache Aktivitat im 
Phloemgewebe . 
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Ein weiterer liberraschender Betuna ist die Tatsache, dafi 
erf indungsgemafie CFDV-DNA-Fragmente auch in Bakterien eine 
deutlich hohere Aktivitat aufweisen als der gleichfalls in Bak- 
terien aktive CaMV 35S-Promotor (Assaad land Signer, Molecular 
and General Genetics 223: 517-520, 1990). So weist das CFDV- 
Konstrukt pRT CF4 eine bis zu 60-fach hohere Aktivitat in E . 
coli als der CaMV 35S-Promotor auf . Aufgrtind dieser Aktivitat 
eignen sich die erf indungsgemafien CFDV-Promotoren auch fur den 
Einsatz in bakteriellen Systemen, beispielsweise zur Herstel- 
lung von pharmakologisch aktiven Proteinen oder Peptiden. 

Weitere Untersuchungen deuten auf eine gleichfalls hohe 
Aktivitat dieser CFDV- Fragment -Promotoren in Hefen und Pilzen 
hin . 

Gleichfalls Gegenstand der Erfindung sind DNA- Fragment e , 
die von den vorstehend definierten CFDV-Fragmenten durch Sub- 
stitution, Deletion, Insertion oder Modif izierung von einzelnen 
Nukleotiden oder kleineren Gruppen von Nukleotiden abgeleitet 
sind und die eine vergleichbare Promotoraktivitat wie die Aus- 
gangsf ragmente aufweisen, sowie der en Verwendung als Promoto- 
ren. Als vergleichbare Promotoraktivitat kann beispielsweise 
eine Promotoraktivitat angesehen werden, die bis zu 20% liber 
oder unter derjenigen des Ausgangsf ragments liegt . 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind transf ormierte 
Pflanzen-, Bakterien- und Hefezellen, die unter Verwendung der 
erf indungsgemafien DNA-Fragmente erhalten wurden. 

Die Figuren zeigen in : ; 

Fig . 1 : die schematische Struktur der CFDV -DNA mit 6 

moglichen offenen Leserastern (ORF1-6) und der 
sogenannten „ stem- loop" -Struktur . Der Pfeil 
weist auf die Xhol-Schnittstelle hin. 
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Fig. 2: die sogenannte „ stem-±oop"-struktur ; sie zeigt 
Homologie zu einer ahnlichen Struktur im Genom 
von Geminiviren und ist vermutlich fur die 
Replikation des Virus verantwortlich. 

Fig. 3: die schematische Anordnung moglicher Signale 

fur die Transkriptions-Regulation auf der durch 
Schnitt an der Xhol-Schnittstelle linearisierten 
CFDV-DNA. Die Pfeile kennzeichnen die groEeren 
offenen Leseraster 0RF1, ORF2 , 0RF3 und ORF4 auf 
der CFDV-DNA. Die mit TATAA gekennzeichnete 
Stelle umfaSt eine mogliche TATA -Box , die zwei 
Pfeilkopfen zugeordnete Abkiirzung RPT weist 
auf eine wiederholte Seguenz hin; die „ stem- 
loop "-Struktur ist mit SL gekennzeichnet . 

Fig. 4: die Sequenz der zwei wiederholten Sequenzen 
(RPT) und deren Anordnung als stabile „ stem- 
loop" - Strukturen mit der liblichen CGAAG-loop- 
Sequenz . 

Fig. 5: eine schematische Darstellung der Lage von fur 
Konstrukte zur Bestimmung der Promotorstarke 
verwendeten verschiedenen CFDV- Fragment en auf 
der durch Schnitt an der Xhol -Schnittstelle li- 
nearisierten CFDV-DNA. Die Pfeilkopfe zeigen die 
Lage der zwei direkt wiederholten Sequenzen 
(RPT) oberhalb eines 52 bp-Elements (schwarzer 
Kasten) an. Dieses Element zeigt 70% Sequenzi- 
dentitat zwischen CoYMV und CFDV. Die Pfeile 
kennzeichnen groSere offene Leseraster in den 
drei Leserastern 1, 2 und 3 (ORF1, ORF2 , ORF3 ) 
der CFDV-DNA. Die Abkiirzung TATAA weist auf eine 
mogliche TATA-Box hin, die Lage der „stem-loop"- 
Struktur ist gleichfalls angegeben. Xhol , Afllli 
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und Styl kennzeichnen die Lage von Schnittstel- 
len fur Restriktionsendonukleasen. 
Von den schematisch dargestellten CFDV- Fragment - 
Promotoren sind die mit pRT CF2 , pRT CF3 , pRT 
CF4 und pRT CF5 bezeichneten Fragmente erfin- 
dungsgemaSe DNA- Fragmente . Zu Vergleichszwecken 
aufgefiihrt sind die nicht erf indungsgemafien 
CFDV-Konstrukte pRT CF7 , pRT CF8, pRT CF9 und 
pRT CF10, die zwar samtlich noch die TATAA-Box 
enthalten, jedoch am 3'-Ende der CFDV-Sequenz 
derart deletiert sind, dafi eine Ausbildung der 
„ stem- loop "-St ruktur nicht mehr moglich ist . 
Gleichfalls Vergleichszwecken dienen das in dem 
deutschen Patent P 43 06 832 offenbarte, nicht 
erf indungsgemafie Konstrukt pRT Xho/Sty, das den 
Translationsstart des offenen Leserasters ORF1 
mit umfaSt, und das mit 3 5S bezeichnete entspre- 
chende CaMV 35S-Konstrukt . 



Fig . 6 : 



die schematische Struktur des Ausgangsplasmids 



pRTsynLUC . 



Untersuchungen zur Promotorstarke verschiedener CFDV- Fragmente 

in Pflanzen und Bakterien 



Fiir Untersiichungen zur Promotorregion und -starke durch 
die transiente Expression in Pf lanzenzellen und Bakterien wur- 
den Fragmente der CFDV -DNA ausgehend von einem CFDV-Konstrukt 
voller Lange (Rohde et al . , Plant Mol . Biol. 27: 623-628, 1995) 
zunachst mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifi- 
ziert und als subgenomische Fragmente in dem Plasmidvektor 
pRT2 synGUS AH in transkript ionelle Fusion zum Gen der p- 
Glucuronidase (GUS) gebracht . Die erhaltenen Plasmide wurden in 
Experimenten zur transienten Expression mit einem entsprechen- 
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den CaMV 35S-Konstrukt sowie mit Konstrukten mit nicht arfin- 
dungsgemafien CFDV- DNA- Fragment en verglichen. 

Samtliche nachfolgend aufgefiihrten Verf ahrenschritte wur- 
den, sofern nicht anders angegeben, entsprechend Standardver- 
fahren, wie sie beispielsweise in Sambrook et al . , Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, New York, USA (198 9) beschrieben werden, 
ausgef iihrt . 

Anwendungsbeispiel 

I. Herstellung der CFDV-Fragment-GUS-Konstrukte fur die 
transiente Expression 

Als Ausgangsplasmid diente das CFDV-Konstrukt voller Lan- 
ge, das in Rohde et al . , Plant Mol . Biol. 27: 623-628, 1995 be- 
schrieben wurde. Mit Hilfe spezifischer Primer, die zusatzliche 
Restriktionsschnittstellen enthielten, und zwar HindHI fur das 
5' -Ende und Ncol fur das 3 '-Ende der amplif izierten DNA- 
Molekiile, wurde das CFDV-Genom amplif iziert . Entsprechend der 
Wahl der Primer wurden hinsichtlich ihrer Lange festgelegte 
CFDV-Fragmente erhalten. Die Primer wurden anhand der von W. 
Rohde et al. in Virology 176: 648-651, 1990 beschriebenen Nu- 
kleotidsequenz des CFDV-virus und zwar genauer anhand der Nu- 
kleotidsequenzeri im Bereich der 5'- bzw. 3'-Enden des gewiinsch- 
ten Fragments synthetisiert , urn durch die spatere DNA- 
Amplifikation die in der nachf olgenden Tabelle l aufgefiihrten 
CFDV-Fragmente zu gewinnen. Die Primer waren zusatzlich urn DNA- 
Abschnitte erganzt, die die vorstehend genannten zusatzlichen 
Restriktionsschnittstellen enthielten. 

Die Amplif ikationsprodukte wurden mit Hindlll/Ncol ver- 
daut, die Spaltungsprodukte in einem Agarosegel aufgetrennt und 
die gewiinschten DNA-Fragmente durch Elektroelution isoliert. 

Die CFDV-Fragmente wurden dann in den Vektor pRT2 synGUS AH 
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ligiert, der vorab aus dem Plasmid pRTsynLUC (Fig. 6; Turner et 
al., Arch. Virol. 137: 123-132, 1994) hergestellt worden war. 
Dazu wurde das Luzif erase-Gen durch -OTcol/BajnHI-Verdau entfernt 
und durch das GUS-Gen mit itfcoI/BamHI-Enden ersetzt. SchlieSlich 
wurde die Hindlll-Schnittstelle am 35S 3'-Ende deletiert, indem 
das Plasmid partiell mit Hindlll geschnitten, die Schnittsteile 
aufgefiillt und das lineare Molekiil durch Religation zu 
pRT2 synGUSAH zirkularisiert wurde. Anstelle der ifindlll- 
Schnittstelle wurde so eine tfhel-Schnittstelle geschaffen. Der 
35S-Promotor wurde aus diesem Plasmid durch Hindlll/tfcoI-Verdau 
entfernt und durch die entsprechenden Hindlll/Ncol -CFDV-Frag- 
mente ersetzt . 

Die in den erzeugten CFDV-Fragment-GUS-Konstrukten als 
Promotoren enthaltenen CFDV-Fragmente sind hinsichtlich ihrer 
exakten Lage auf der CFDV-DNA in Tabelle 1 aufgefiihrt und sche- 
matisch in Figur 4 gezeigt . Die in Tabelle 1 angegebenen Nu- 
kleotidpositionen beziehen sich auf eine durch Spaltung mit der 
Restriktionsendonuklease Xhol linearisierte CFDV-DNA, deren 5'- 
Ende die Position 1 zugewiesen wurde. Zur Erganzung wurden auch 
die entsprechenden DNA- Abschnitte fur die „stem-loop u -Struktur , 
die offenen Leseraster 0RF1 und 0RF2 und weitere Strukturele- 
mente der CFDV-DNA aufgenommen. 

Die in Tabelle 1 enthaltenen und in Figur 4 schematisch 
dargestellten, mit pRT CF2 - 5 bezeichneten CFDV-Fragmente sind 
erf indungsgema£e CFDV-Fragmente. Bei den mit pRT CF7-10 be- 
zeichneten CFDV- Fragment en handelt es sich urn nicht erfindungs- 
gemafie Fragment e von CFDV, da diese zwar noch die TATAA-Box um- 
fassen, jedoch bei diesen die CFDV-Sequenz an ihrem 3'-Ende 
derart deletiert ist, dafi eine Ausbildung der „ stem-loop" - 
Struktur nicht mehr moglich ist. 
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TABELLE 1 



KONSTRUKT 



pRT CF2 211 

pRT CF3 409 

pRT CF4 611 

pRT CF5 711 

pRT CF7 211 

pRT CF8 409 

pRT CF9 611 

pRT CF10 711 



RPT1 
RPT2 



ORF2 



655 
682 



5 2 bp-Sequenz 734 
TATA- Box 934 



SL 

ORF1 1004 



1215 



5'-Ende des 3'-Ende des 

CFDV- Fragment s CFDV- Fragment s 



991 
991 
991 
991 

962 
962 
962 
962 



pRT Xhol/Styl x 115? 



676 
701 
785 
939 

941 971 



583 
383 



Die gleichfalls zu Vergleichszwecken eingesetzten Kon- 
strukte pRT CF XS und pRT 3 5S, die das GUS -Reportergen in Ver- 
bindung mit dem Xhol/Styl -Fragment des CFDV-Virus (Tabelle I) 
bzw. dem CaMV 35S-Promotor enthalten, wurden, wie in dem deut- 
schen Patent P 43 06 832 beschrieben, hergestellt. 
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II. Transiente Expression von CFDV- Fragment -GUS-Konstrukt en in 
Tabak- Protoplasten 



II . 1 . Protoplastenmedien 

K3 : Makroelemente : 

25 mM KN0 3 
1 mM NaH 2 P0 4 
6 mM CaCl 2 
3 mM NH 4 N0 3 
1 mM (NH 4 ) 2 S0 4 
1 mM MgS0 4 

Eisen in EDTA : 
1 /xM FeS0 4 
1 fxM Na 2 EDTA 



Mikroelemente : 

10 0 /zM H3BO3 

13 0 /iM MnS0 4 

4 0 fiM ZnS0 4 

5 flM KC1 

1 fiM CuS0 4 

1 fM CoCl 2 

Vitaminlosung : 
270 jiM Glycin 
160 /xM Nicotinsaure 
10 0 fiM Pyridoxin 
3 fxM Thiamin 



Kohlenhydrate : 
400 mM Saccharose 
1,7 mM Xylose 
0 , 5 mM Inosit 



Hormone : 

5,5 fiM NAA 

1 , 0 fiM Kinetin 



pH 5,6 osmotischer Wert: 600 mOs 



|| W5 : 150 mM NaCl 

125 mM CaCl 2 

5 mM KC1 

5 mM Glucose 



pH 5,6 - 6,0 
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MaMg: 450 mM Mannitol 

15 mM MgCl 2 
0,1 % MES 

pH 5,6 

II. 2. Herstellen von Tabak- Protoplast en 

(Vgl. i. Negrutiu et al . , „Fusion of plant proto- 
plasts: a study using auxotrophic mutants of Nicotia- 
na Dlumbagpnifniia, viviani ". Theor. Appl . Genet. 72: 
279-286, 1987) . 
Blatter (10 g) von in Gewebekultur herangezogenen Nicotia- 
na tabacum-Pflanzen (var. SRI) wurden in 100 ml Enzymlosung fiir 
16 h bei 25 °C im Dunkeln inkubiert und die erhaltenen Protopla- 
sten durch Siebe (Maschenweite 100 fim) von groben Geweberesten 
abgetrennt. Die weitere Aufreinigung der Protoplasten erfolgte 
durch wiederholte Zentrif ugationen und Waschen mit K3 -Medium, 
wobei sich die vitalen Protoplasten jeweils an der Oberflache 
konzentrierten, sowie schliefclich durch Resuspension in W5- 
Medium und Sedimentation durch Zentrif ugat ion . Das Protopla- 
sten-Sediment wurde in MaMg-Puf fer aufgenommen und auf eine 
Konzentration von 10 s /ml eingestellt . 

II. 3. Transformation von Protoplasten 

(vgl. c. Maas und W. Werr: „Mechanism and optimized 
conditions for PEG mediated DNA- transf ection into 
plant protoplasts", Plant Cell Rep. 8: 148-151, 
1989) . 

Zu jeweils 500 fil Protoplasten wurden 15 ^1 Plasmid/Car- 
rier-DNA (entsprechend 10 /zg CFDV- Fragment -GUS -Konstrukt - bzw. 
CaMV35S-GUS-Plasmid-DNA und 50 fig Kalbsthymus-DNA) gegeben, die 
Suspension fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, danach vor- 
sichtig mit PEG-Losung (40% PEG 4000, 0,1 M Ca(N0 3 ) 2 , 0,4 M 
Mannitol) unterschichtet und sofort geschwenkt, bis keine 
Schlieren mehr sichtbar waren. Nach weiterer 3 0-miniitiger Inku- 
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bation erfolgte die Zugabe von 4 ml K3 -Medium imit Antibiotikum 
und Kinetinen) und die einzelnen Transf ormationsansatze wurden 
fur 20 h bei 25 °C im Dunkeln gehalten. 

II. 4. Analyse der Protoplasten-Transf ormat ionen 

Die Protoplasten-Ansatze wurden nach 20 h mit W5 -Medium auf 
10 ml aufgefiillt, zentrif ugiert , die sedimentierten Protopla- 
sten nach Resuspension in 1 ml W5 -Medium erneut abzentrif ugiert 
und in flussigem Stickstoff eingefroren. Zur Bestimmung von 
Proteinmenge und GUS-Enzymaktivitat morserte man die Protopla- 
sten in 50 pi GUS-Extraktionspuf f er und bestimmte die GUS- 
Aktivitat f luorimetrisch mit 4 -Methylumbellif eryl- p-D-glucu- 
ronid (4-MUG; vgl . R . A . Jefferson: ^Assaying chimeric genes in 
plants: the GUS gene fusion system", Plant Mol . Biol. Rep. 5: 
387-405, 1987) . Hierzu wurde mit 4 -Methylumbellif eryl-p-D- 
glucuronid (4-MUG) 1 h bei 37°C inkubiert . Die Proteinmenge 
wurde nach Bradford bestimmt (vgl. M. Bradford: „A rapid and 
sensitive method for the quantitation of microgramme quantities 
of protein utilizing the principle of protein dye binding", 
Anal. Biochem. 72: 248-254, 1976). 

Die fur die einzelnen Konstrukte erhaltenen Ergebnisse 
sind in der folgenden Tabelle 2 aufgefiihrt. Die Ergebnisse in 
Tabelle 2 sind angegeben als Prozentsatz an Aktivitat der ein- 
zelnen CFDV-Konstrukte bezogen auf diejenige des CaMV 3 5S- 
Promotor-Konstrifkts (pRT 35S) , die zu 100% gesetzt wurde. Es 
werden die Ergebnisse von zwei oder drei unabhangigen Experi- 
menten wie auch der Mittelwert aus diesen Ergebnissen angege- 
ben. Das Konstrukt pRT CF XS enthalt das in dem deutschen Pa- 
tent P 43 06 832 offenbarte, nicht erf indungsgemafce Fragment, 
das durch die Spaltung der CFDV-DNA mittels der Restriktionsen- 
donukleasen Xhol und Styl erhalten wird und zusatzlich den 
Translationsstart des offenen Leserasters ORF1 mit umfafit. 
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TABELLE 2 



Konstrukt 



Exp. 



Exp . 2 



Exp, 



Mittelwert 



pRT CF2 


- 


48 


67 


5 7 ^ 


pRT CF3 


20 


- 


21 


20,5 


pRT CF4 


204 


59 


36 


118 




25 


30 


18, 9 


24,6 


pRT CF7 


0 


0 




0 


pRT CF8 


0 


0 




0 


pRT CF9 


0 


0 




0 


pRT CF10 


0 


0 




0 


pRT CF XS 


9 


0, 8 


1,2 


3,6 


pRT 35S 


100 


100 


100 


100 



Wie die in Tabelle 2 aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, wei- 
sen die erf indungsgemafien CFDV-Fragmente eine deutlich hohere 
Promotoraktivitat in Tabak-Protoplasten als der Xhol/Styl-CFDV- 
Fragment- Promoter des Konstrukts pRT CF XS auf, der zusatzlich 
den Translationsstart des offenen Leserasters ORF1 enthalt und 
in detn deutschen Patent P 43 06 832 beschrieben worden ist. 

Die nicht erf indungsgemafien Konstrukte pRT CF7 - io zeigen 
in Tabak-Protoplasten keinerlei Aktivitat, was zeigt, daS die 
Moglichkeit der Ausbildung der „ stem-loop« -Struktur im Bereich 
der Nukleotide 941 bis 971 in dem CFDV- Fragment -Promo tor fur 
die Promotoraktivitat essenziell ist. 

Das erf indungsgemafce Konstrukt pRT CF4 zeigt in Tabak- 
Protoplasten dariiberhinaus eine vergleichbare Promotoraktivitat 
wie der CaMV 35S-Promotor (vgl . Konstrukt pRT 35S) . 




III. Transiente Expression von CFDV-r ragment-GUS-Konstrukten in 
E. coli 

111.1. Transformation von E. coli 

Kompetente E. coli JM109-Zellen wurden mit den entspre- 
chenden Plasmid-DNAs durch Elektroporation transf ormiert und 
auf LB-Platten (unter Zusatz von Ampicillin) selektioniert . 

111. 2. Analyse der E. coli - Trans format ionen 

Man liefi einzelne Kolonien in 2 ml LB-Medium (unter Zusatz von 
Ampicillin) iiber Nacht hochwachsen. Je 10 fil Bakteriensuspensi- 
on wurden mit 3 5 /xl Extraktionspuf f er (50 mM Natriumphosphat- 
Puffer, pH 7; 10 mM EDTA ; 0,1% Triton X-100) auf geschlossen, 
mit 5 pL\ lOx 4 -MUG-Losung (4 -Methylumbellif eryl- p-D-glucuro- 
nid; vgl. R.A. Jefferson, Plant Mol . Biol. Rep. 5: 387-405, 
1987) versetzt und bei 37°C 10 min oder fiir die Messung des 
Zeitverlaufs der GUS-Aktivitat 10 min, 20 min oder 47 min bei 
3 7 °C inkubiert . Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml 0 , 2 M 
Na 2 C0 3 -Puf f er gestoppt und die GUS-Aktivitat mit 4-MUG fluori- 
metrisch bestimmt . Die Proteinmenge wurde nach Bradford (vgl. 
M. Bradford, Anal. Biochem. 72: 248-254, 1976) bestimmt. 

Die fur die einzelnen Konstrukte erhaltenen Ergebnisse 
sind in den folgenden Tabellen 3A und 3B aufgefiihrt. Die Ergeb- 
nisse in Tabelle" 3A sind angegeben als Prozentsatz an Aktivitat 
bezogen auf die Aktivitat des CFDV-Promotor-Konstrukts pRT CF4 , 
die als die insgesamt hochste in diesem Beispiel erzielte Pro- 
motoraktivitat zu 100% gesetzt wurde. Es werden die Ergebnisse 
von zwei oder drei unabhangigen Experimenten sowie der Mittel- 
wert aus diesen Ergebnissen angegeben. Die in Tabelle 3B in der 
jeweils rechten Spalte fiir die einzelnen Inkubationsdauern an- 
gegebenen Prozentangaben geben den Prozentsatz an Aktivitat be- 
zogen auf diejenige des CFDV-Promotorkonstrukts pRT CF4 ent- 
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sprechend den in den jeweils linken Spaiten autgefuhrten Ab 
lutwerten fur ausgewahlte Konstrukte wieder. 



so- 



TABELLE 3A 



KONSTRUKT 



Exp , 



Exp . 



Exp . 



Mittelwe'rt 



pRT CF2 


4,4 


15, 8 




17, 1 






12 , 4 


pRT CF3 


5,7 


14, 0 




12, 6 






10, 7 


pRT CF4 


100 


100 




100 






100 


pRT CF5 


5,1 


14, 9 










10, 0 


pRT CF XS 


6, 6 


20, 8 




15, 9 






14 , 4 


pRT 35S 


3,6 


11,3 




8, 6 






7,8 






TABELLE 


3B 










KONSTRUKT 


10 


min 




20 


min 




47 


min 




Inkubation 




Inkubation 




Inkubation 


pRT CF4 


35 . 560 


100 


78 


. 900 


100 


407.400 


100 


pRT CF5 


1.396 


3,9 


2 


900 


3,6 


12 


. 980 


3,2 


pRT CF XS 


2.040 


5,7 


4 . 


820 


6,1 


37 


.400 


9,2 


pRT 35S 


1 .222 


3,4 


1 . 


766 


2 , 2 


6 . 


820 


1,7 



Die in Tabelle 3A aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dafi 
samtliche erf indungsgemaSen CFDV-DNA- Fragment e auch in Bakteri- 
en als Promotor aktiv sind und eine hohere Aktivitat als der 
CaMV 35S-Promotor (vgl. Konstrukt pRT 35S) zeigen. Gegemiber 
dem Konstrukt pRT CF4 , das als Promotor ein CFDV-DNA- Fragment 
enthalt, das die wiederholten Strukturen (RPT) , die 52 bp- 
Sequenz, die TATAA- Sequenz und die „ stem- loop" -Struktur im Be- 
reich der Nukleotide 941 bis 971 umfafit, jedoch keinerlei DNA- 
Abschnitte der offenen Leseraster ORFl, ORF2 und auch ORF3 ent- 
halt, zeigt das Konstrukt pRT 35S mit dem CaMV 3 5S-Promotor nur 
weniger als 10% von dessen Aktivitat. 
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PATENT ANSPRUCHE 



1. CFDV- Virus -DNA-Fragment , 

das die „ stem-loop" -Struktur, nicht jedoch den Oder die 
Translationsstart (s) fur die offenen Leseraster ORF1 und/oder 
ORF2 umfafit. 

2. CFDV-Virus- DNA-Fragment nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dafi es die wiederholten RPT-Strukturen, 
die 52 bp-Sequenz und die TATAA-Sequenz zusatzlich zu der 
„ stem- loop w - Struktur umf a£t . 

3. CFDV- Virus -DNA- Fragment nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es die Nukleotide 211 bis 991, 409 bis 991, 611 bis 991 
oder 711 bis 991 umfafct, wobei fur die Nummerierung der 
Nukleotide dem 5'-Ende der aus der Spaltung der zirkularen 
CFDV -DNA mit der Rest rikt ionsendonuklease Xhol resultierenden 
linearisierten DNA die Position 1 zugewiesen worden ist . 

4 . DNA-Fragment , 

das von einem der CFDV-Virus -DNA- Fragment e nach einem der 
Anspriiche 1 bis 3 durch Substitution, Deletion, Insertion oder 
Modif izierung von einzelnen Nukleotiden oder kleineren Gruppen 
von Nukleotiden abgeleitet ist und eine vergleichbare 
Promotoraktivitat wie das Ausgangs fragment aufweist. 



5. Verwendung eines oder mehrerer DNA-Fragmente nach einem 
der Anspriiche 1 bis 4 als Promotor. 



6. Verwendung eines oder mehrerer DNA-Fragmente nach Anspruch 
5 als Proraotor in Bakterien oder Hefen. 

7. Verwendung eines oder mehrerer DNA-Fragmente nach Anspruch 
5 als Promoter zur gewebespezif ischen Expression von Genen in 
transgenen Pflanzen. 



8. Verwendung eines oder mehrerer DNA-Fragmente nach Anspruch 
7 zur phloemspezifischen Expression von Genen in transgenen 
Pflanzen . 



9. Verwendung eines oder mehrerer DNA-Fragmente nach einem 
der Anspriiche 1 bis 4 fur die Herstellung von chimaren 
Konstrukten zur transienten und stabilen Expression. 

10. Transgene Pflanzen, Pf lanzenteile , transf ormierte 
Pflanzen-, Hefe- oder Bakterienzellen, die unter Verwendung 
einer DNA nach einem der Anspriiche 1 bis 4 erhalten worden 
sind. 
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ZUSAMMENFAS SUNG 



Beschrieben wird die Charakterisierung und Verwendung starker 
viraler Promotoren zur Expression von Genen insbesondere in 
Pflanzen. Die Erfindung beruht auf der iiberraschenden 
Feststellung, dafi spezielle, von der CFDV-DNA (coconut foliar 
decay virus DNA) abgeleitete DNA- Fragment e , die die „ stem- 
loop" -Struktur, nicht jedoch den oder die Translationsstart (s) 
fur die offenen Leseraster ORF1 und/oder ORF2 umfassen, eine 
deutlich hohere Promotorakt ivitat in Pflanzen aufweisen als von 
CFDV-DNA abgeleitete Promotoren, die diesen Mafigaben nicht 
entsprechen . 
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